




























among  different  Staphylococcus  strains  suggesting  that  they  could  be  included  in  cocktail 









to global public health  [1].  It  is  also predicted  that MDRB‐related  infections will  cause  about  10 
million deaths annually by 2050 [2]. In addition, MDRB are predicted to become a major burden to 
the global economy as the World Bank estimates that by the year 2050 the bacteria might result in an 
annual  gross  domestic  production  (GDP)  loss  worth  120  trillion  US  dollars  [3].  The  predicted 
reduction  in GDP will  be  due  to  increased morbidity  and mortality  among  the workforce,  and 
livestock  loss  caused by  infectious MDRB pathogens  such  as Staphylococcus  aureus. S.  aureus  is  a 
pathogen  that  is an  etiological agent of bacteremia,  soft  skin and  tissue  infections, osteomyelitis, 
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endocarditis,  meningitis,  haematogenous  organ  infections,  food  poisoning,  and  toxic  shock 


















host  bacteria  are  found.  Phages  are  considered  as  a  promising  alternative  against  the  rapidly 
emerging MDRB  such  as methicillin‐resistant  S.  aureus  (MRSA),  S.  haemolyticus  (MRSH),  and  S. 
epidermidis  (MRSE)  [12–16].  In general, bacteriophages  form  the most numerous  lifeform on earth 
with an estimated number reaching 1030–31 [17]. Application of phages as therapeutic or biocontrol 
agents has been practiced for almost a century in Georgia and Russia [18]. There are no reports from 












proteins,  (ii)  anti‐CRISPR  genes,  and  (iii)  using modified  nucleotides  in  their  DNA  [26–29].  In 
practice, this makes it possible to isolate new phages against almost any bacterial strain that might 
be otherwise difficult to control. 
Application of phages  for  therapeutic purposes requires continuous  isolation of phages with 
new host specificities to meet the emerging bacterial pathogens that evolve under the never‐ending 
arms race between phages and bacteria. Therefore, in this work, we have characterized and present 
detailed  analyses  of  four  Staphylococcus  phages  that  belong  to  genus  Kayvirus  of  the  subfamily 





from  the  Hospital  District  of  Helsinki  and  Uusimaa  Laboratories  (HUSLAB,  Vantaa,  Finland), 
Finland, and pig isolates [30]. The Staphylococcus xylosus strain DD‐34 that was used as a host strain 





















Ltd.,  Tokyo,  Japan)  fitted  with  a  bottom‐mounted  Gatan  Orius  SC  1000B  camera  (Gatan  Inc., 
Pleasanton, CA, USA). The  specimens were  inspected  at  80 KV  beam  voltage with  80,000×  and 










































stain  was  washed  with  milli‐Q  water  and  the  gel  image  taken  with  the  Bio‐Rad  XR+  gel 
documentation system. 







MA, USA),  using Xcalibur  version  2.2,  coupled  to  a  Thermo  Scientific  nLC1000  nanoflow High 
Pressure  Liquid  Chromatography  (HPLC)  system.  Peak  extraction  and  subsequent  protein 
identification were achieved using Proteome Discoverer 1.4 software (Thermo Scientific). Calibrated 
peak  files were  searched against  the Stab20, Stab21, Stab22 and Stab23, and Staphylococcus aureus 
subsp. aureus ST398 proteins (ASM188707v1, NCBI) by a SEQUEST search engine. Error tolerances 
on  the  precursor  and  fragment  ions  were  ±  15  ppm  and  ±  0.8  Da,  respectively.  For  peptide 
identification, a stringent cut‐off (0.05 false discovery rate or 5%) was used. 
2.8. Host Range Testing 
The  host  ranges  of  the  Stab  phages  were  determined  using  100  Staphylococcus  strains 
representing S. aureus, S.  epidermidis, S.  saprophyticus, and S. haemolyticus  (Table S1). Strains  to be 
screened for susceptibility were grown in LB medium for 90 min at 37 °C, 120 rpm to an OD600 of 1–























contains  Staphylococcus  phages  [31].  Electron  microscopy  revealed  that  these  phages  possess 
icosahedral heads, long contractile tails with baseplates at the end, and tail fibers extending from the 






Table  1. Dimensions of  the Stab phage particles. The measurements were  taken using  the TEM‐
camera inbuilt software at a magnification of ×15,000. 
Phage  Structural Dimensions of the Stab Phages 
Capsid Head  Tail Length  Tail Width  Baseplate Width 
Stab20  84.0 ± 3.1 nm (n = 5)  163.2 ± 11.4 nm (n = 5)  21.1 ± 0.7 nm (n = 5)  48.1 ± 1.2 nm (n = 5) 
Stab21  91.3 ± 0.25 nm (n = 8)  196.5 ± 3.1 nm (n = 8)  23.4 ± 0.6 nm (n = 5)  44.9 ± 1.5 nm (n = 7) 
Stab22  94.3 ± 0.5 nm (n = 10)  201.6 ± 0.6 nm (n = 5)  21.3 ± 0.4 nm (n = 5)  41.8 ± 0.7 nm (n = 5) 




and  chloroform). There was  significant  reduction  of  phage  titer  (p  <  0.0001) when  phages were 
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the  predicted major  capsid  proteins  of  Stab20,  Stab21,  Stab22  and  Stab23  that  have  calculated 




kDa bands of Stab20 and Stab23  in the gel reveals  that  they might be  formed of  two overlapping 






























for phage  replication  [51]. The RNA  ligase  (g064c) was also present  in  the phage particles,  likely 
involved in the repair, splicing, and editing pathways that either reseal broken RNAs or alter their 
primary structure [52]. The role of the PhoH‐related protein (g066c) or PhoH‐predicted ATPase is not 
as obvious, as  they are  reported  to  regulate phosphate uptake and metabolism under phosphate 
limitation [53]. GTP cyclohydrolase II has been found to be significant in riboflavin metabolism as a 
catalyst  [54].  Furthermore,  the metallophosphoesterases  present  in  the  phage  particles  could  be 





phage  DNA  into  the  bacterial  cell  [55].  The  proteomic  data  presented  for  the  Stab  phages  is 
comparable  to  that of other Staphylococcus phages studied earlier,  such as  fRuSau02  for which 78 
phage particle‐associated proteins, including similar enzymes as for the Stab phages, were identified 
[30]. 
































Proteomic  analysis  depicted  uniformity  among  some  of  their  structural  proteins  with  the 
Staphylococcus phage K and other members of Kayvirus genus [58]. These Stab phages were stable at 




microbes  can  mutate  and  develop  resistance  to  both  agents  [59].  However,  the  commercial 
development of novel antibiotics is both an expensive and time‐consuming process often with limited 
scope  for  industrial profitability  [14].  Subsequently,  the  search  for new phages with  therapeutic 
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